





UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 

































UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 















FENOLNE SPOJINE V KISLEM TESTU 
 
DIPLOMSKO DELO 




PHENOLIC COMPOUNDS IN SOURDOUGH 
 
B. SC. THESIS 




















Pavlovič B. Fenolne spojine v kislem testu.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
II 




Komisija za študij 1. in 2. stopnje Oddelka za živilstvo, univerzitetni študijski program 
prve stopnje Živilstvo in prehrana, je za mentorico diplomskega dela imenovala doc. dr. 
Petro Terpinc in za recenzentko prof. dr. Heleno Abramovič. 
 
 
Mentorica: doc. dr. Petra TERPINC 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo 
 
 
Recenzentka: prof. dr. Helena ABRAMOVIČ 




























Pavlovič B. Fenolne spojine v kislem testu.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
III 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du1  
DK UDK 664.653/.654:579.67:547.56:641.1(043)=163.6 
KG kislo testo, fermentacija, mlečnokislinske bakterije, fenolne spojine, hranilna 
vrednost 
AV PAVLOVIČ, Brina  
SA TERPINC, Petra (mentorica), ABRAMOVIČ, Helena (recenzentka)  
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo 
LI 2020 
IN FENOLNE SPOJINE V KISLEM TESTU  
TD Diplomsko delo (Univerzitetni študij - 1. stopnja Živilstvo in prehrana)  
OP VI, 27 str. 2 sl., 53 vir. 
IJ sl 
JI sl/en 
AI Kislo testo pripravimo iz moke in vode s spontano fermentacijo ali z uporabo 
starterskih kultur. Pri fermentaciji pride zaradi aktivnosti mlečnokislinskih bakterij 
(z ali brez kvasovk) do sprememb v sestavi testa. Kislo testo ima številne prednosti, 
vključno s podaljšano trajnostjo, večjim prirastom volumna, upočasnjenim 
staranjem, izboljšanjem senzoričnih lastnosti in visoko hranilno vrednostjo 
izdelkov. Fenolne spojine se v kislem testu praviloma nahajajo v vezani obliki, 
večinoma tvorijo estrske vezi z arabinoksilani in etrske vezi z lignini. Med 
fermentacijo so mlečnokislinske bakterije v interakciji s prisotnimi fenolnimi 
spojinami. Struktura, bioaktivnost in biorazpoložljivost slednjih je odvisna tako od 
žitnih kot mikrobnih encimov: feruloil esteraz, tanaz in glikozil hidrolaz. 
Mlečnokislinske bakterije so precej odporne na antimikrobno delovanje fenolnih 
kislin iz pšenice in rži; njihova toleranca je delno pogojena z njihovo sposobnostjo, 
da jih pretvorijo v metabolite s spremenjeno metabolno aktivnostjo. Pozitiven vpliv 
uživanja fenolnih spojin iz kislega testa na naše zdravje je med drugim odvisen od 
njihove mikrobne pretvorbe. Hidroksibenzojske in hidroksicimetne kisline se 
pretvarjajo v ustrezne fenolne in vinilne derivate s pomočjo dekarboksilaz, medtem 
ko nastanek novih metabolitov omogočajo tudi reduktaze, ki reducirajo 
hidroksibenzojske kisline in njihove vinilne derivate. 
 
 
Pavlovič B. Fenolne spojine v kislem testu.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
IV 
KEY WORDS DOCUMENTATION 
 
ND Du1 
DC UDC 664.653/.654:579.67:547.56:641.1(043)=163.6  
CX sourdough, fermentation, lactic acid bacteria, phenolic compounds, availability 
AU PAVLOVIČ, Brina  
AA TERPINC, Petra (supervisor), ABRAMOVIČ, Helena (reviewer)  
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Department of Food Science and 
Technology 
PY 2020  
TI PHENOLIC COMPOUNDS IN SOURDOUGH  
DT B. Sc. Thesis (Academic Study Programmes: Field Food Science and Nutrition) 
NO VI, 27 p., 2 fig., 53 ref.  
LA sl 
AL sl/en 
AB Sourdough is prepared from a mixture of flour and water by spontaneous 
fermentation or by using starter cultures. During fermentation, the dough 
constituents are modified by the action of the lactic acid bacteria (with or without 
yeasts). The sourdough fermentation has a number of beneficial effects that include 
prolonged shelf life, accelerated volume gain, delayed staling, improved sensory 
characteristics and good nutritional value of products. Phenolic compounds in 
sourdough are mostly present in bound form through ester bonds to arabinoxylan 
chain or through ether bonds to lignin. During cereal fermentation, lactic acid 
bacteria have to interact with inherent phenolic compounds. The latter are modified 
by the action of both endogenous and bacterial enzymes - feruloyl esterases, 
tannase, glycosyl hydrolases - thereby affecting their structure, bioactivity and 
bioavailability. Lactic acid bacteria have a high tolerance to antimicrobial phenolic 
acids found in wheat and rye; their resistance is partially dependent on their 
capacity to convert phenolic acids to metabolites with changed metabolic activity. 
Human health benefits associated with the consumption of sourdough phenolic 
compounds are, in part, depend on microbial conversion. Hydroxybenzoic and 
hydroxycinnamic acids are converted by decarboxylase to the corresponding phenol 
or vinyl derivatives.  New metabolites are formed also by action of reductases 
which reduce hydroxycinnamic acids and their vinyl derivatives. 
    
 
 
Pavlovič B. Fenolne spojine v kislem testu.  




KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA ............................................... III 
KEY WORDS DOCUMENTATION ........................................................................... IV 
KAZALO VSEBINE ....................................................................................................... V 
KAZALO SLIK ............................................................................................................ VI 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI......................................................................................... VI 
 
1 UVOD ............................................................................................................................1 
2 KISLO TESTO .............................................................................................................2 
2.1 PRIPRAVA IN RAZDELITEV KISLEGA TESTA .................................................2 
2.2 MIKROFLORA .......................................................................................................3 
2.3 METABOLIZEM MLEČNOKISLINSKIH BAKTERIJ V KISLEM TESTU ...........5 
2.3.1 Metabolizem ogljikovih hidratov ....................................................................6 
2.3.2 Metabolizem proteinov ....................................................................................6 
2.3.3 Metabolizem maščob .......................................................................................7 
2.4 VPLIV UPORABE KISLEGA TESTA NA KAKOVOST KRUHA .........................7 
3 FENOLNE SPOJINE ....................................................................................................9 
3.1 VLOGA FENOLNIH SPOJIN V RASTLINI ...........................................................9 
3.2 GLAVNI PREDSTAVNIKI FENOLNIH SPOJIN V PŠENICI IN RŽI .................. 10 
3.3 VPLIV FENOLNIH SPOJIN NA ZDRAVJE ......................................................... 11 
3.4 RAZPOLOŽLJIVOST FENOLNIH SPOJIN IZ ŽIT .............................................. 12 
3.5 FENOLNE SPOJINE V KISLEM TESTU ............................................................. 13 
3.6 VPLIV FENOLNIH SPOJIN NA MIKROFLORO ................................................. 13 
4 PRETVORBE FENOLNIH SPOJIN MED FERMENTACIJO ............................... 15 
4.1 VPLIV IZBRANIH MIKROORGANIZMOV ........................................................ 17 
4.2 OSTALI DEJAVNIKI ............................................................................................ 19 
5 POVZETEK ................................................................................................................ 21 





Pavlovič B. Fenolne spojine v kislem testu.  




Slika 1: Pretvorba fenolnih spojin v kislem testu (Ganzle, 2014) ...................................... 15 
Slika 2: Encimske pretvorbe fenolnih spojin (Gobbetti in sod., 2020) ............................... 16 
    
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 






Pavlovič B. Fenolne spojine v kislem testu.  





Dandanes je med potrošniki naraslo zanimanje za hranljiva in okusna živila s podaljšano 
trajnostjo, ki ne vsebujejo konzervansov. Čeprav sami začetki spontane fermentacije segajo 
daleč v preteklost, danes fermentacija ni zgolj starodaven način konzerviranja hrane, 
temveč dobro zasnovan biotehnološki proces za proizvodnjo funkcionalnih živil 
(Tsafrakidou in sod., 2020).  
 
Kislo testo predstavlja pomemben moderen način fermentacije žitnih mok in vode, ki je 
osnovan na tradicionalni spontani fermentaciji. V zmesi vode in moke prevladujejo 
mlečnokislinske bakterije (MKB), ki imajo skupaj s kvasovkami ključno vlogo pri 
fermentaciji testa in posledično pomembno vplivajo na okus in kakovost kruha. Dejavniki, 
ki vplivajo na kakovost kislega testa, so izplen testa, temperatura, vrsta mikroorganizma, 
zakisanost medija in substrat (Chavan R. S. in Chavan S. R., 2011). 
 
Uporaba kislega testa sovpada s številnimi prednostmi, znan je pozitiven vpliv na zdravje 
kot tudi izboljšanje senzoričnih, prehranskih in tehnoloških lastnosti izdelkov. Kislo testo 
ugodno deluje na porast volumna ter na spremenjene reološke lastnosti tako kislega testa 
(manjša elastičnost in viskoznost) kot kruha (manj elastičen in mehkejši izdelek). Za kruh z 
dodatkom kislega testa je značilen boljši okus, aroma, tekstura, nastanek lepše barve in 
enakomerna prepečenost izdelka. Preko spremenjenih tehnoloških lastnosti kislo testo 
upočasni staranje pekovskega izdelka in mu tako podaljša življenjsko dobo, hkrati pa 
izboljša tudi njegovo varnost, saj dodatek kislega testa odloži razvoj številnih plesni in 
nezaželenih bakterij (Chavan R. S. in Chavan S. R., 2011). 
 
Fenolne kisline povezujemo s preprečevanjem kroničnih bolezni in obrambo pred 
karcinogenezo in mutagenezo (Hole in sod., 2012). Žita vsebujejo veliko fenolnih spojin, 
vendar je za razliko od sadja in zelenjave večinski delež le-teh netopnih, vezanih na 
celično steno in zato težko dostopnih. Posledično so bile v preteklosti fenolne spojine v 
žitih prezrte, saj se zaradi zahtevnejše določitve, ki je pred ekstrakcijo z organskimi topili 
zahtevala njihovo sprostitev iz žitnega matriksa, le-te v večini primerov niso niti določale. 
Zadnjih 20 let so številne raziskave na tem področju izpostavile pomen uživanja 
polnozrnatih žit za zdravje človeka, številne med njimi ravno s poudarkom na vezanih 
fenolnih spojinah (Terpinc, 2019a, 2019b).  
 
Med fermentacijo kislega testa pride do modifikacije žitnih komponent z delovanjem žitu 
endogenih in bakterijskih encimov, ki vplivajo na njihovo strukturo, biološko aktivnost in 
razpoložljivost (Hole in sod., 2012). Zakisanje medija in aktivnost mikrobnih encimov v 
testu vodi v pretvorbo vezanih fenolnih spojin v lažje dostopne in nemalokrat biološko 
aktivnejše metabolite (Gobbetti in sod., 2020). 
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2 KISLO TESTO 
 
Fermentacija je tradicionalen način predelave hrane, katere začetki segajo do 3000 let pr. n. 
št. V zadnjem času ji je ponovno namenjeno več pozornosti zaradi znatnih koristi, ki jih 
prinaša proizvodom (Fraberger in sod., 2020). Postopek ni zahteven glede energije in 
opreme, zato velja za izvedljivo rešitev problema podhranjenosti v manj razvitih državah. 
Pri proizvodnji fermentiranih izdelkov želimo zdravstveno neoporečen in varen izdelek. 
Naselitev mikroorganizmov in tehnološke lastnosti izbranih sevov so izjemnega pomena, 
zato jih je potrebno pred uporabo temeljito preučiti (Tsafrakidou in sod., 2020). 
Kombinacija tehnoloških in biotehnoloških procesov vpliva na strukturo in sestavo zrn, s 
tem pa na biološko aktivnost in dostopnost hranil (Verni in sod., 2019). 
 
Kislo testo je mešanica moke in vode, ki je fermentirana z MKB (povečini 
heterofermentativnimi rodovi), pri čemer se tvorita mlečna in ocetna kislina, kar daje 
končnemu produktu prijeten kisel okus. Prisotni mikroorganizmi določajo specifične 
lastnosti, kot so tvorba kisline, aroma in vzhajanje testa. Z optimizacijo postopka kislo 
testo izboljša volumen, teksturo, aromo, hranilno vrednost in podaljša trajnost končnim 
izdelkom (Moroni in sod., 2009). Pripomore tudi k inhibiciji bakterijskega kvara in plesni 
(Chavan R. S. in Chavan S. R., 2011). 
 
2.1 PRIPRAVA IN RAZDELITEV KISLEGA TESTA 
 
Ločimo tradicionalno pripravo kislega testa, ki poteče s spontano fermentacijo, in pripravo 
kislega testa z dodatkom starterskih kultur. Začetki prve spontane fermentacije segajo v čas 
Egipčanov. V Antični Grčiji kislega testa niso poznali, razvoj je to področje doživelo v 
Rimu 168 let pr. n. št., v ostale dele Evrope pa se je tradicija priprave kruha vzhajanega s 
kislim testom, razširila z Rimskim cesarstvom (Hansen in Schieberle, 2005). Ves čas je bil 
glavni namen pridobiti del testa, ki bi vseboval več plinov in posledično bolj rahel kruh z 
več zračnimi mehurčki (Chavan R. S. in Chavan, S. R. 2011). Tradicionalna priprava je 
vključevala uporabo dela testa fermentacije prejšnjega dne, ki so ga zamesili z novo 
količino moke, soljo in vodo in tako dobili novo testo. Med shranjevanjem dela testa 
prejšnjega dne je prišlo do poteka mlečnokislinske fermentacije, kot posledica metabolne 
aktivnosti v moki naravno prisotnih MKB. Poleg tega je prišlo tudi do selekcije in 
razmnoževanja avtohtonih kvasovk. Zaradi njihove zmožnosti tvorbe CO2, so kislo testo 
ves ta čas uporabljali kot glavno vzhajalno sredstvo (Hansen in Schieberle, 2005). Tudi 
danes se še poslužujemo tradicionalnega načina, kjer del kislega testa prejšnjega dne 
enostavno dodamo k ostalim surovinam. Mnogo bolj pa je razširjena uporaba specifičnih 
sevov MKB in kvasovk, izbranih na podlagi njihove konkurenčnosti, zmožnosti tvorbe 
eksopolisaharidov, ki spreminjajo viskoznost kislega testa, ter glede na njihov doprinos k 
aromi končnega izdelka (Hansen in Schieberle, 2005). Starterske kulture, ki so danes v 
uporabi, so tako selekcionirane MKB v obliki čiste ali mešane kulture, z ali brez kvasovk. 
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Za zagotavljanje zadostne zakisanosti in bogate arome so pogostejše mešanice različnih 
skupin MKB (Chavan R. S. in Chavan S. R., 2011). Prednost tradicionalnega postopka je 
enostavnejša izvedba (za domačo uporabo), prednost testa, inokuliranega s strarterskimi 
kulturami, pa je večja specifičnost in ponovljiva kakovost končnega izdelka (De Vuyst in 
Neysens, 2005).  
 
Proces fermentacije žit navadno poteka do 24 h pri zmernih temperaturah. Glavna 
proizvoda MKB sta mlečna in/ali ocetna kislina, s čimer se zniža pH kislega testa pod 5. 
Na drugi strani sta glavna produkta alkoholne fermentacije, ki jo vršijo kvasovke, CO2 in 
etanol. Spreminjajoči se pogoji med fermentacijo pripomorejo k aktivaciji prisotnih 
encimov, prilagajanje pH vrednosti pa selektivno poveča delovanje določenih encimov, kot 
so amilaze, proteaze, fitaze in hemicelulaze. Spremembe v sestavi zrna zaradi delovanja 
encimov skupaj z mikrobnimi metaboliti poskrbijo za pozitivne tehnološke in hranilne 
spremembe fermentiranih produktov iz žit (Poutanen in sod., 2009). Dejavniki, ki vplivajo 
na kakovost kislega testa, so izplen testa (masno razmerje med moko z dodano vodo 
napram moki), temperatura, starterska kultura, kislost medija in substrat. Glede na 
tehnologijo priprave in aplikacije inokuluma ločimo 3 tipe kislega testa, med katerimi je za 
komercialno proizvodnjo najprimernejši tip 3. Kislo testo tipa 1 nastane z dodatkom testa 
iz prejšnje fermentacije, ki ga vmešamo v novo testo. To je tradicionalna priprava kislega 
testa, kjer za vzhajanje ne potrebujemo dodatkov pekovskega kvasa. Tip 2 je industrijski 
tip kislega testa, kjer fermentacijo sprožimo z inokulacijo različnih prilagojenih sevov. 
Največkrat je kislo testo v tekoči obliki, ki je najprimernejša in najenostavnejša za uporabo 
v pekovski industriji. Kislo testo je proizvedeno v bioreaktorjih pri nadzorovani 
temperaturi, ki presega 30 °C. Med shranjevanjem lahko del zrelega kislega testa 
uporabimo kot inokulum, z namenom zakisanja testa in obogatitve arome. Zaradi 
dolgotrajne fermentacije, visokega donosa testa in visoke temperature fermentacije, 
mikrofloro v glavnem sestavljajo bakterije rodu Lactobacillus (imenovane tudi laktobacili), 
ki so rezistentni na nizek pH. Zaradi inhibicije spontanih kvasovk je za pomoč pri 
vzhajanju testa potrebno dodati pekovski kvas. V kislo testo tipa 3 spada testo, pripravljeno 
iz sušenih/stabiliziranih pripravkov testa tipa 2. Zaradi njegove konstantne kakovosti, 
enostavnega rokovanja in krajšega časa priprave se veliko uporablja v industriji. V tem tipu 
testa prevladujejo na sušenje odporne MKB, kot so Pediococcus pentosaceus, in 




Zaradi raznolike mikrobne sestave, ki je med samim procesom izdelave v medsebojni 
interakciji in v interakciji s sestavinami moke, predstavlja kislo testo zelo zapleten biološki 
ekosistem (Chavan R. S. in Chavan S. R., 2011). V pšeničnem in rženem kislem testu se 
nahaja več kot 70 vrst MKB in več kot 25 vrst kvasovk (Moroni in sod., 2009). 
Prevladujejo posebej prilagojene MKB, in sicer je njihovo število večje od 108 CFU/g. 
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Delujejo v sožitju  s tipičnimi kvasovkami, katerih število je znatno nižje. Običajno 
razmerje med kvasovkami in MKB znaša 1:100 (Chavan R. S. in Chavan S. R., 2011). 
 
MKB spadajo v skupino gram pozitivnih bakterij, ki ne tvorijo spor, so nemotilne in 
katalaza negativne. Glavni produkt, ki nastane med fermentacijo, je mlečna kislina. So 
strogo fermentativni, mikroaerofilni, acidofilni in na sol tolerantni mikroorganizmi v obliki 
kokov ali palčk, ki imajo kompleksne prehranske potrebe po ogljikovih hidratih, 
aminokislinah, peptidih, maščobnih kislinah, derivatih nukleinskih kislin in vitaminih. 
Prisotne so v rastlinah, živalih in ljudeh (Singer Apleviez in sod., 2014). Večina vrst MKB, 
ki jih redno izoliramo iz kislega testa ali starterjev kislega testa, z le nekaj izjemami 
pripadajo enemu od 4 rodov: Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc in Weissella. 
Največje število različnih vrst MKB pripada rodu Lactobacillus; med predstavniki, ki so 
značilni za kislo testo, razlikujemo obligatno heterofermentativne (L. acidifarinae, L. 
brevis, L. buchneri, L. fermentum, L. fructivorans, L. frumenti, L. hilgardii, L. panis, L. 
pontis, L. reuteri, L. rossiae, L. sanfranciscensis, L. siliginis, L. spicheri, L. zymae), 
fakultativno heterofermentativne (L. plantarum, L. pentosus, L. alimentarius, L. 
paralimentarius, L. casei) in obligatno homofermentativne organizme (L. amylovorus, L. 
acidophilus, L. delbrueckii subs. delbrueckii, L. farciminis, L. mindensis, L. crispatus, L. 
johnsonii, L. amylolyticus) (Chavan R. S. in Chavan S. R., 2011). 
 
Homofermentativne MKB so sposobne pretvarjati heksoze v mlečno kislino skoraj v celoti 
(> 85 %), medtem ko heterofermentativne MKB razgradijo heksoze v mlečno kislino, 
ocetno kislino, etanol in CO2. Sposobne so tudi pretvorbe mlečne kisline iz pentoz. Poleg 
tipa starterskih kultur na razmerje mlečne in ocetne kisline vpliva tudi temperatura in tip 
moke. Polnozrnata moka vsebuje več kislin v primerjavi z rafinirano moko. Višja 
temperatura fermentacije vpliva na višjo vsebnost mlečne kisline, ne pa tudi ocetne. 
Vsebnost ocetne kisline zvišamo s heterofermentativnimi MKB in dodatkom fruktoze. 
Ocetna kislina ne vpliva zgolj na aromo, temveč poseduje tudi antimikrobne učinke proti 
plesnim in bakterijam rodu Bacillus, ki povzročajo nitkavost kruha (Hansen in Schieberle, 
2005). Heterofermentativne MKB v glavnem (kot stranske produkte) proizvajajo etilacetat 
in nekatere alkohole ter aldehide, homofermentativne pa diacetil in karbonile (Damiani in 
sod., 1996). Homofermentativni sevi torej vplivajo na elastičnost in poroznost, medtem ko 
heterofermentativni sevi v večini na aromo (Mrvčić in sod., 2011). Senzorična analiza je 
pokazala, da z inokulacijo heterofermentativnega seva L. sanfranciscensis dobimo blago, 
prijetno kislo aromo, pri uporabi homofermentativnega seva L. plantarum pa je bil okus 
kisel, kovinski in neprijeten (Hansen in Schieberle, 2005). 
 
Kvasovke presnavljajo fermentabilne sladkorje (glukoza, fruktoza, saharoza in maltoza) v 
anaerobnih pogojih, pri čemer se sprošča ogljikov dioksid, ki deluje kot vzhajalno sredstvo 
in izboljša volumen kruha (Singer Apleviez in sod., 2014). Kvasovke proizvajajo različne 
izoalkohole (Damiani in sod., 1996). Senzorična analiza je pokazala, da ima kislo testo s 
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kvasovkami Saccharomyces prijeten, aromatičen okus. Določili so višjo vsebnost 2- in 3- 
metilbutanola, metilpropanojske kisline, 3-metilbutanojske kisline in 2-fenil etanola 
(Hansen in Schieberle, 2005). Najpogostejše kvasovke v kislem testu so Candida humilis, 
Candida holmii, Saccharomyces exiguus, Saccharomyces exiguous, Issatchenkia orientalis 
in Saccharomyces cerevisiae (Chavan R. S. in Chavan S. R., 2011). Slednja je zaradi 
nezanesljivih postopkov identifikacije in klasifikacije kvasovk iz tega okolja količinsko 
pogosto precenjena (Gobbetti, 1998). Večina kvasnih pripravkov velikokrat vsebuje MKB 
(največkrat Lactobacillus), kar doprinese k razvoju arome v procesu kisanja testa med 
proizvodnim procesom. Druge najpogostejše vrste, prisotne v ekosistemu kislega testa, so 
Pichia anomala, Hansenula anomala, Saturnispora saitoi, Pichia saitoi, Torulaspora 
delbrueckii, Debaryomyces hansenii, in Pichia membranifaciens (Chavan R. S. in Chavan 
S. R., 2011). Faktorji, ki vplivajo na količino kvasovk, so vsebnost vode in temperatura 
(Hansen in Schieberle, 2005). 
 
Na sestavo in metabolno aktivnost mikrobiote v kislem testu vplivajo različni dejavniki. 
Med pogoji rasti omenimo surovino, ki definira vir in koncentracijo ogljika ter dušika, 
dostopnost mineralov, vsebnost in obliko maščob, koncentracijo kislin in aktivnost žitnih 
encimov. Med procesnimi parametri izpostavimo vodno aktivnost, redoks potencial, čas 
fermentacije, število propagacij itd. (Arendt in sod., 2007). Primerjava mikrobiote v 
pšeničnem in rženem kislem testu je pokazala, da so bolj kot surovina pomembni procesni 
parametri. Variacija temperature (od 30 do 40 °C) med procesom fermentacije močno 
vpliva na konkurenčnost MKB v rženem kislem testu, edinstvene mikrobiološke skupnosti 
pa so odkrili v okviru različnih pogojev inkubacije (Moroni in sod., 2009). Različne 
raziskave so pokazale, da na mikrobno raznolikost v kislem testu vpliva tudi geografsko 
področje, v katerih se testo proizvaja (Fraberger in sod. 2020). 
 
2.3 METABOLIZEM MLEČNOKISLINSKIH BAKTERIJ V KISLEM TESTU 
 
Aktivnost mikrobov in delovanje endogenih encimov, vpliva na biokemijske spremembe 
ogljikovih hidratov, proteinov in maščob v moki. Stopnja in obseg teh sprememb imata 
velik vpliv na lastnosti kislega testa in posledično na končno kakovost izdelka (Arendt in 
sod., 2007). Metabolizem mikrobiote v kislem testu in aktivnost žitnih encimov sta 
soodvisna. Proces zakisanja, poraba kisika in akumulacija tiolov, kot posledica mikrobne 
presnove, vplivajo na aktivnost v moki prisotnih encimov. Ti pa mikroorganizmom 
zagotavljajo substrate, potrebne za njihovo rast. Kruh s kislim testom se od navadnega 
razlikuje v dveh pomembnih dejavnikih. Prvič, prisotnost heterogene skupine MKB 
doprinese k metabolnemu potencialu kvasovk. Drugič, čas fermentacije, ki traja od 8 pa 
tudi več kot 144 h, omogoči znatno večji doprinos endogenih encimov k biokemijskim 
pretvorbam kislega testa, kot v primeru direktnega zamesa (Gänzle, 2014). 
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2.3.1 Metabolizem ogljikovih hidratov 
 
Pšenica in rž vsebujeta približno 60-70 % škroba (Gänzle, 2014). Prebavljivost škroba je 
tesno povezana z glikemičnim indeksom živil, na kar so pozorni zlasti bolniki s sladkorno 
boleznijo. Fermentacija kislega testa vpliva na sestavo žitnega matriksa preko mlečne 
kisline, ki vpliva na interakcije med škrobom in glutenom. Posledično pride do znižanja 
dostopnosti škroba in nizke vrednosti glikemičnega indeksa fermentiranih žit (Tsafrakidou 
in sod., 2020). Fermentacija kislega testa pa je pomembna še zaradi enega procesa, ki mu 
je podvržen škrob med staranjem kruha. Moroni in sod. (2009) poročajo, da na 
upočasnjeno retrogradacijo škroba najbolj vpliva biološko zakisanje ter proteolitično in 
amilolitično delovanje izbranih starterskih kultur. 
 
Pšenična in ržena moka vsebujeta 1,5-3 % oz. 7-8 % arabinoksilanov, vendar je le majhen 
delež topen v vodi. Topni arabinoksilani prispevajo k hidrataciji testa in stabilnosti zračnih 
mehurčkov v pšeničnem in rženem testu, medtem ko netopne molekule motijo oblikovanje 
strukture glutena med mešanjem in destabilizirajo celice s CO2. Pretvorba netopnih 
arabinoksilanov v topne, ki se zgodi med fermentacijo kislega testa, tako prispeva k 
pozitivnim učinkom kislega testa in sami kakovosti končnega izdelka. Ržene in pšenične 
ksilanaze so aktivne v pH območju med 3,5 in 5,5. Raztapljanje arabinoksilanov naj bi bila 
domena izključno žitnih encimov, ki pa pod kislimi pogoji delujejo bolj učinkovito 
(Gänzle, 2014). Tudi Mihhalevski in sod. (2013) poročajo o povečanem razmerju med 
topno in netopno vlaknino v rženem kislem testu. Porast topne vlaknine so deloma pripisali 
fermentaciji z MKB, deloma pa uporabi poparka in kvasovk. Tudi po njihovem prepričanju 
so prerazporeditev prehranske vlaknine omogočili zgolj encimi, ki so se nahajali v rženi 
moki (α-amilaza, β-ksilozidaza, α-arabinofuranozidaza, β-glukanaza, endo-ksilozidaza in 
cinamoil-esteraza). 
 
Eksopolisaharidi so zunajcelični mikrobni polisaharidi, njihova količina in struktura pa je 
odvisna predvsem od posameznih mikroorganizmov in razpoložljivosti ogljikovih 
substratov. Prispevajo k metabolizmu saharoze, ščitijo celice pred vdorom snovi iz okolice 
in tvorijo biofilme v črevesju. V kislem testu nastanejo strukturno raznoliki 
eksopolisaharidi in oligosaharidi iz saharoze s pomočjo encimov glikozil transferaz, 
katerih vir so MKB. Tvorba eksopolisaharidov pripomore k večjemu volumna kruha, 
izboljšani teksturi sredice in večji vsebnosti prehranske vlaknine. Njihova prisotnost 
upočasni proces staranja in predstavlja vir prebiotikov (Chavan R. S. in Chavan S. R., 
2011; Gänzle, 2014). 
 
2.3.2 Metabolizem proteinov 
 
Razgradnja proteinov je eden glavnih vzrokov, da so izdelki pripravljeni z dodatkom 
kislega testa boljše kakovosti kot tisti, pripravljeni po direktnem zamesu. Za kakovost 
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kruha je ključen gluten, ki prispeva k hidrataciji testa in zadrževanju plinov. Na 
degradacijo in depolimerizacijo proteinov med fermentacijo kislega testa vpliva tako 
metabolizem bakterij kot aktivnost žitnih encimov. Zakisanje in akumulacija tiolov z 
majhno molekulsko maso povečata topnost glutena in posledično vplivata na njegovo 
dovzetnost za encimsko razgradnjo. Poleg tega je sedaj nižji pH ugodnejši za delovanje 
aspartil proteaz, glavnih proteinaz v zrnih pšenice in rži. Primarna proteoliza (pretvorba 
proteinov do peptidov) je odvisna predvsem od endogenih proteinaz. V pšeničnem in 
rženem kislem testu je proteoliza omejena na razgradnjo manj kot 5 % žitnih proteinov. 
MKB pretvorijo peptide naprej do aminokislin s pomočjo za sev specifičnih intracelularnih 
peptidaz. Povečana koncentracija aminokislin in produkti mikrobnega metabolizma 
aminokislin delujejo kot aromatično aktivne komponente, prekurzorji arome in bioaktivne 
molekule (Gänzle, 2014; Moroni in sod., 2009). Splošno znano je, da proteoliza v 
omejenem obsegu, do katere pride med mlečnokislinsko fermentacijo, pripomore k 
boljšemu okusu kruha brez negativnih posledic na njegovo teksturo in volumen (Chavan R. 
S. in Chavan S. R., 2011). 
 
2.3.3 Metabolizem maščob 
 
Oksidacija lipidov med zamesom testa vodi v razvoj hlapnih komponent in vpliva na 
reološke lastnosti testa. Med mešanjem testa iz ržene in pšenične moke pride do porabe 
kisika zaradi aktivnosti endogenih lipoksigenaz. Te oksidirajo linolensko kislino v 
hidroksiperoksi kisline. Encimske in neencimske reakcije razgradijo hidroperokside v 
aromatično aktivne aldehide. Slednji se s pomočjo encima alkohol dehidrogenaze, ki izvira 
iz med fermentacijo aktivnih laktobacilov, pretvorijo v ustrezne alkohole. V prisotnosti 
cisteina se peroksidi kemijsko pretvorijo v hidroksi maščobne kisline. Nekatere izmed njih 
zavirajo pojav plesni in kruhu tudi več kot dvakrat podaljšajo rok trajanja. 
Homofermentativne bakterije rodu Lactobacillus med pripravo kislega testa pospešijo 
oksidacijo lipidov in nastanek nonenala in dekadienala, kot posledica tvorbe vodikovega 
peroksida med homofermentitivnim metabolizmom glukoze. Nasprotno pa njihovi 
obligatno heterofermentativni sorodniki zmanjšajo redoks potencial in akumulirajo 
glutation oz. sorodne tiolne spojine z majhno molsko maso, zaradi česar kislo testo razvije 
močne antioksidativne lastnosti. Kopičenje tiolov je povezano z nastankom reducirajočih 
snovi v pentoza-fosfatni poti, ki imajo dovolj moči za pretvorbo peroksidov v 
hidroperokside (Gänzle, 2014). 
 
2.4 VPLIV UPORABE KISLEGA TESTA NA KAKOVOST KRUHA 
 
Mikrobne in encimske pretvorbe ogljikovih hidratov, proteinov in maščob so zaslužne za 
komponente arome v sredici (alkoholi, estri), medtem ko na vonj in okus skorje vplivajo 
termične reakcije med procesom peke. Z uporabo pravega razmerja MKB in kvasovk 
dobimo uravnoteženo aromo. Pozorni pa moramo biti tudi na ravnotežje MKB in  ocetno 
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kislinskih bakterij ter dejavnike, kot so temperatura fermentacije, vrsta in količina 
mikroorganizmov ter tip moke (Moroni in sod., 2009).  
 
Fermentacija z MKB vpliva na reologijo testa na dveh nivojih. V samem kislem testu 
fermentacija povzroči znižanje elastičnosti in viskoznosti, v izdelkih pa vpliva na manjšo 
elastičnost in mehkejše testo. Med procesom fermentacije nastajajo različne organske 
kisline, ki močno vplivajo na obnašanje testa med zamesom, testo z nižjim pH potrebuje 
krajši čas mešanja (Collar Esteve in sod., 1994). Nadalje, nastale kisline izboljšajo okus, 
pomagajo pri nabrekanju glutena in sodelujejo pri zadrževanju plina, kar pripelje do 
izdelkov z dobro teksturo in velikim volumnom. Pri večini pekovskih izdelkov je zaželena 
majhna luknjičavost (1-2 mm). Večje luknje in neenakomerna poroznost sredice veljajo za 
nezaželene. Chavan R. S. in Chavan S. R. (2011) navajata, da dodatek 20 % kislega testa 
poveča sprejemljivost končnega izdelka.  
 
Kvar kruha je prav tako pomemben parameter kakovosti. Nesprejemljivost izdelkov s 
strani potrošnikov vpliva tako na ekonomske izgube, kot tudi na zdravje potrošnikov. 
Veliko nevarnost predstavljajo izdelki kontaminirani z mikotoksigenimi plesnimi. MKB, ki 
so prisotne v kislem testu, proizvajajo številne protimikrobne snovi, kot so CO2, etanol, 
vodikov peroksid, diacetil, maščobne kisline, fenilmlečne kisline, reuterin in fungicin 
(Chavan R. S. in Chavan S. R., 2011). Katina in sod. (2007) so dokazali, da so MKB v 
kislem testu zelo učinkovite pri preprečevanju nitkavosti kruha, ki jo povzročajo bakterije 
rodu Bacillus spp. To jim omogoča sposobnost tvorbe organskih spojin in drugih, še 
neidentificiranih antibakterijskih substanc.  
 
Koristna, stabilna in dobro uravnotežena sestava črevesne mikrobiote je bistvena za 
vzdrževanje imunskega ravnotežja, celovitost črevesnih epitelijskih celic in preprečevanje 
vnetnih procesov. Fermentirana živila iz žit vsebujejo številne spojine, ki dosežejo 
prebavni trakt in so dostopne mikroorganizmom gostitelja. Te sestavine vključujejo 
makronutriente, kot so ogljikovi hidrati in proteini, ter mikronutriente, kot so vitamini, 
fenolne spojine in minerali. Prav tako ne smemo pozabiti na bakterijske presnovne 
produkte, ki jih proizvedejo fermentacijske kulture, biogene metabolite (organske kisline, 
biogeni amini) ter žive mikroorganizme (probiotiki), ki prav tako vplivajo na mikrofloro 
črevesja (Tsafrakidou in sod., 2020). Prebiotiki so neprebavljivi oligosaharidi, ki izvirajo iz 
živil in omogočajo specifične spremembe tako v sestavi kot tudi aktivnosti 
gastrointestinalne mikrobiote (Costabile in sod., 2008). Fermentirani žitni proizvodi so 
potencialni viri spojin s prebiotičnimi učinki, saj vsebujejo topne vlaknine (beta glukani, 
arabinoksilani), galakto-oligosaharide, frukto-oligosaharidi, rezistentni škrob, fenolne 
spojine in peptide. Prebiotični učinki so odvisni od vrste žita, uporabljenega za substrat, in 
od tipa in časa fermentacije (Tsafrakidou in sod., 2020).  
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Fitinska kislina v žitih predstavlja glavno obliko zaloge fosforja. Poznana je kot 
antinutrient, saj nase močno veže kovinske ione Ca, Fe, K, Mg, Mn in Zn ter s tem zniža 
njihovo topnost in razpoložljivost (Moroni in sod., 2009). Ržene in pšenične moke 
vsebujejo približno 1 % fitatov (soli fitinske kisline). Raziskave potrjujejo, da laktobacili 
vsebujejo encime za razgradnjo fitinske kisline (imenovane fitaze). Hidroliza fitinske 
kisline je v kislem testu odvisna predvsem od fitaz, ki izvirajo iz samega žita. Optimalno 
delujejo v območju pH 3,5-5 (Gänzle, 2014). Kompleksi fitatov z dvovalentnimi kationi so 
pri vrednostih višjih od pH 5 netopni in posledično nedostopni za encimsko hidrolizo. 
Fermentacija z MKB (in kvasovkami) vpliva na dostopnost mineralov predvsem posredno, 
saj ustvari ugodne pogoje za aktivacijo endogenih fitaz, s čimer se poveča tudi 
razpoložljivost mineralov (Moroni in sod., 2009).  
 
3 FENOLNE SPOJINE 
 
Fenolne spojine so spojine z vsaj enim aromatskim obročem, ki vsebuje minimalno eno 
hidroksilno skupino. So zelo pestra in razširjena skupina spojin, prisotnih v vseh živilih 
rastlinskega izvora (Dykes and Rooney, 2007). Spadajo v skupino sekundarnih rastlinskih 
metabolitov, človek jih sam ne more sintetizirati (Tian in sod., 2019). Fenolne spojine 
lahko razdelimo na več načinov. Glede na število C-atomov v verigi razlikujemo fenolne 
kisline (C6-C1) ali (C6-C3), flavonoide (C6-C3-C6), stilbene (C6-C2-C6), kumarine (C6-
C3), tanine, lignane (C6-C3)2 in lignine (C6-C3)n (Terpinc, 2019a). Glede na lokacijo v 
rastlini ločimo proste fenolne spojine, ki jih najdemo v topnih frakcijah celice, in vezane, 
ki so pritrjene na celično steno. Klasifikacija glede na njihovo kemijsko strukturo pa jih 
deli na topne in netopne fenolne spojine. Med topne prištevamo enostavne fenole, 
flavonoide in tanine, med netopne pa kondenzirane tanine, fenolne kisline in druge fenolne 
spojine z nizko molekulsko maso, ki so vezane na celično steno polisaharidov in proteinov, 
s katerimi tvorijo netopne stabilne komplekse (de Lourdes Reis Giada, 2013). 
 
3.1 VLOGA FENOLNIH SPOJIN V RASTLINI 
 
Običajno rastline vsebujejo 1-2 % fenolnih spojin, včasih nekaj več. Veljajo za kemijsko 
reaktivne substance, na kar moramo biti posebno pozorni pri njihovi izolaciji iz rastlin. 
Tvorijo tako intra- kot inter- molekularne H-vezi in se povezujejo s peptidnimi vezmi 
proteinov. Ob vezavi z encimom le tega s tem inaktivirajo. Sposobne so vezave kovinskih 
ionov v kelatne spojine (Abram in Simčič, 1997). 
 
Fenolne spojine imajo v rastlinah pomembno funkcijo, saj nadzirajo njihovo rast. Delujejo 
kot notranji fiziološki regulatorji oz. kemijski prenašalci. Odgovorne so za zaščito rastlin 
pred sončno svetlobo. Z absorpcijo škodljivih kratkih visokoenergijskih valovnih dolžin 
zmanjšujejo oksidativni stres (Shahiddi in Yeo, 2016). Rastline branijo pred zunanjimi 
insekti z možnimi toksičnimi učinki, paraziti in patogenimi mikroorganizmi (Liu, 2007). 
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Delujejo kot signalne spojine pri cvetenju, oplojevanju in rastlinski simbiozi. Iz 
ekonomskega vidika so pomembni, saj prispevajo k okusu, vonju in barvi živil ter pijač 
(Abram in Simčič, 1997). Rastlinam dajejo neprijeten, oster, grenek in trpek okus in 
posledično zmanjšujejo sprejemljivost živil, ki so obogatena z njimi. Fenolne spojine z 
veliko molekulsko maso smatramo za antinutriente. Tvorijo komplekse, ki znižajo 
prebavljivost škroba, motijo absorpcijo proteinov in zmanjšujejo dostopnost železa 
(Terpinc, 2019a). 
 
3.2 GLAVNI PREDSTAVNIKI FENOLNIH SPOJIN V PŠENICI IN RŽI 
 
Fenolne kisline vsebujejo fenolni obroč z vezano organsko karboksilno skupino. Ločimo 
hidroksibenzojske (p-hidroksibenzojska, protokatehujska, galna in siringinska) in 
hidroksicimetne (p-kumarna, kavna, sinapinska in ferulna) kisline. V večini primerov se za 
pripravo kislega testa uporablja pšenico ali rž. V pšeničnem zrnu so Liu in sod. (2020) 
določil največ ferulne kisline (269,2-744,7 μg/g) in sicer od te kar 95 % v vezani obliki. 
Druga najpogostejša je bila p-kumarna kislina (10,4-92,4 μg/g), vsebnosti siringinske (7,6-
29,5 μg/g) in vanilinske kisline (5,6-19,5 μg/g) sta bili znatno nižji. Andreasen in sod. 
(2000) so zapisali, da tudi v rži prevladuje ferulna kislina (941-1174 μg/g), ki ji sledi  
sinapinska (93-153 μg/g) in p-kumarna kislina (37-65 μg/g). V vseh sedemnajstih 
analiziranih vrstah je količina vanilinske, p-hidroksibenzojske in kavne kisline znašala 
manj kot 20 μg/g. Knopka in sod. (2014) so v rafinirani rženi moki določili 76,21 μg/g, v 
pšenični pa 91,64 μg/g fenolnih kislin (podanih kot vsota posameznih). Polnozrnata moka 
je v obeh primerih vsebovala približno 7-krat več fenolnih kislin kot prečiščena moka. 
Prevladovala je ferulna kislina. Za razliko od obeh polnozrnatih različic, so v prečiščeni 
rženi in pšenični moki uspeli določiti zgolj vezano p-hidroksibenzojsko, vanilinsko, p-
kumarno in sinapinsko kislino, ne pa tudi njihovih prostih oblik.  
 
Kemijsko strukturo flavonoidov sestavlja skelet 15 ogljikov, ki vsebuje 2 fenilna obroča in 
en heterociklični obroč. Razdelimo jih v šest večjih skupin: flavoni, izoflavoni, halkoni, 
flavonoli, flavanoni in antociani. V pšeničnem zrnu so flavonoidi skoncentrirani v kalčku 
in otrobih (Liu in sod., 2020). Adom in sod. (2005) so v otrobih in kalčku določili 10 do 
15-krat večjo vsebnost flavonoidov (740-940 μmol (ekvivalent katehina) KE/100g) kot v 
endospermu (17,4-23,2 μmol KE/100g). Leoncini in sod. (2012) so izmerili vsebnosti 
flavonoidov v 6 vrstah pšenice v vrednosti 20,14-67,69 mg KE/100 g zrna. Zelo raznolike 
so bile tudi vsebnosti prostih in vezanih flavonoidov v posameznem kultivarju. Rezultati so 
pokazali, da na antioksidativne zmožnosti pšenice vpliva predvsem celokupna vsebnost 
flavonoidov, medtem ko razmerje med prosto in vezano obliko nima vpliva. Najpogostejši 
flavonoidi v pšeničnem zrnu so flavoni, flavon C-glikozidi in antociani. Raziskave so 
pokazale, da v pšeničnih otrobih prevladuje pigmentirajoč flavon tricin. Pogosti so tudi 
apigenin-C-diglikozidi. Slednji se nahajajo tudi v kalčku, kjer prevladuje apigenin-6-C-
glukozid-8-C-arabinozid. Iz kalčka so izolirali tudi različne C-monoglikozide kot so 
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izoorientin in izoskoparin. V pšeničnem zrnu pa najdemo tudi mnoge antociane, med 
katerimi so najpogostejši cianidin-3-galaktozid, cianidin-3-glukozid, in peonidin-3-
glukozid. Vsebnost antocianov znaša okoli 150,9 μg/g (Liu in sod., 2020). V rži prav tako 
prevladujejo flavoni. Sam profil flavonov se zelo razlikuje od večine drugih žitnih zrn. V 
50-68 % prevladujejo O-glikozidi, medtem ko pri ostalih žitih C-glikozidi. V raziskavi so 
izmerili vsebnost flavonov (57-137 μg/g), prevladovali so O-glikozidi v obliki derivatov 
tricina, krizoeriolov in apigenina (Ravisankar in sod., 2020). 
 
Alkilresorcinoli so skupina amfifilnih fenolnih lipidov, ki so prisotni v številnih bakterijah, 
glivah in rastlinah. Sestavljeni so iz resorcinol fenolnega obroča in alkilne verige z lihim 
številom C atomov, ki je pozicionirana na petem C atomu benzenovega obroča. V žitih jih 
najdemo večinoma v otrobih, v hialinski plasti, testi in notranjem perikarpu. Odsotni pa so 
v endospermu in zato so uporabni kot biomarkerji pri zauživanju polnozrnatih žit. 
Raziskovalci so poročali, da je vsebnost alkilresorcinolov v trinajstih različnih vrstah 
pšenice znašala od 200-1489 μg/g, odstopanja so posledica različne sestave žit med 
posameznimi kultivarji in okoljskih dejavnikov (Liu in sod., 2020). Še bogatejši vir 
alkilresorcinolov je rž, kjer so nakopičeni v otrobih, vrednosti znašajo med 360 in 3200 
μg/g (Van Hung, 2014). 
 
3.3 VPLIV FENOLNIH SPOJIN NA ZDRAVJE  
 
Fenolne spojine imajo pomembno vlogo v boju proti oksidativnemu stresu. V telesu 
vzdržujejo ravnovesje med oksidanti in antioksidanti. Prosti radikali so odgovorni za 
razvoj raznih bolezni, kot so rak, sladkorna bolezen, nevro-degenerativne in srčno-žilne 
bolezni. Antioksidanti, mnogi tudi iz vrst flavonoidov in fenolnih kislin, imajo potencial za 
preprečevanje in zdravljenje številnih kroničnih in/ali s staranjem povezanih bolezni 
(Bhuyan in Basu, 2017). Prav tako je dokazano njihovo antialergeno, protivnetno in 
antitrombotično delovanje (Van Hung, 2014). Tako in vitro kot in vivo študije so pokazale, 
da fenolne spojine v prehrani posedujejo prebiotične učinke ter stimulirajo rast koristnih 
bakterij (Bacillus, Bifidobacterium) in hkrati zavirajo rast patogenih bakterij (Escherichia 
coli in Clostridium) (Gong in sod., 2018). Polifenolne spojine spodbujajo aktivnost 
različnih encimov in celičnih receptorjev, ki sodelujejo pri preprečevanju in zdravljenju 
bolezni. Različne fenolne spojine so povezane z regulacijo ekspresije genov v celični 
proliferaciji in apoptozi, tako in vitro kot in vivo (Bhuyan in Basu, 2017). Podrobneje 
predstavimo potencialne učinke zgolj ferulne kisline, ki jo je v pšenici in rži daleč največ. 
Poleg močno izraženih antioksidativnih in protivnetnih lastnosti ima slednja sposobnost 
zaviranja lipidne peroksidacije in oksidacije lipoproteinov z nizko molekulsko maso 
(glavni prenašalci holesterola v krvi) (Verni in sod., 2019). Veliko študij opisuje tudi 
koristi uživanja flavonoidov, ki lahko zmotijo različne faze karcinogeneze, zahvaljujoč 
svojim antioksidativnim lastnostim in drugim antikancerogenim mehanizmom. Izoflavoni 
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vplivajo na razvoj tumorja tako, da učinkujejo na aktivnost estrogena (Bhuyan in Basu, 
2017).  
 
3.4 RAZPOLOŽLJIVOST FENOLNIH SPOJIN IZ ŽIT 
 
Preden neki spojini pripišemo pozitivno delovanje, moramo poznati njeno biološko 
dostopnost in razpoložljivost. V žitih so fenolne spojine v glavnem prisotne v netopni 
vezani obliki. V matriksu celične stene se kovalentno povezujejo s komponentami celične 
stene (celuloza,  hemiceluloza, lignin, pektin in strukturni proteini) preko estrskih, etrskih 
in C-C vezi. Karboksilne skupine fenolnih kislin (npr. benzojska in cimetna kislina) lahko 
tvorijo estrske vezi s hidroksilnimi skupinami komponent celične stene. Etrske vezi 
nastanejo med hidroksilno skupino fenolnih spojin in hidroksilno skupino komponent 
celične stene. C-C vezi pa nastajajo ob tvorbi kovalentnih vezi med ogljikom iz fenola in 
ogljikom komponent celične stene. Vezi, ki se tvorijo, so zelo pomembne pri povezovanju 
sestavin in doprinesejo k trdnosti matriksa celične stene (Shahidi in Yeo, 2016). Številni in 
vitro antioksidativni testi so pokazali večjo antioksidativno učinkovitost vezanih fenolnih 
spojin kot jo premorejo proste in konjugirane (Terpinc, 2019a, 2019b). 
 
Biorazpoložljivost iz prehranskega vidika se navezuje na učinkovitost uporabe fenolnih 
spojin v telesu. Po zaužitju je biološka učinkovitost fenolnih spojin odvisna od njihove 
biorazpoložljivosti. Nizka stopnja sproščanja slabo topnih bioaktivnih komponent povzroči 
nizko biološko dostopnost in s tem zniža biorazpoložljivost. Preden postanejo sproščene 
bioaktivne spojine dostopne za organizem, se morajo absorbirati preko črevesnih epitelnih 
celic. Stopnja biorazpoložljivosti fenolnih spojin pred absorpcijo je odvisna od njihove 
strukture. Med prebavo pride do kemijskih transformacij, kot so hidroliza, redukcija in 
oksidacija (Călinoiu in Vodnar, 2018). Človeško telo absorbira le 5-10 % vseh fenolnih 
spojin v prehrani, večinoma so to monomeri in dimeri, ki se lahko direktno absorbirajo v 
črevesju. 90-95 % prehranskih oligomerov in polimernih fenolnih spojin se v zgornjem 
delu prebavil upre encimski razgradnji in doseže debelo črevo v nespremenjeni obliki. V 
debelem črevesju pridejo v stik s črevesno mikrobioto in v medsebojnem sodelovanju 
fenolne spojine vplivajo na ekologijo črevesne mikrobiote, ta pa transformira le-te v 
aktivnejše in presnovljive metabolite. Transformacija posameznih fenolnih spojin je 
odvisna od kolonizacije specifičnih črevesnih bakterijskih sevov z genskim zapisom za 
točno določen encim. Dandanes je identificiranih veliko primerov tovrstnih metabolitov: 
hidroksifenil-propionske kisline in benzojska kislina (iz hidroksicimetnih kislin), pirogalol 
in O-metilkatehol (iz hidroksibenzojskih kislin) in hidroksifenil ocetne kisline (iz 
flavonolov). Ti bioaktivni metaboliti kažejo boljšo stopnjo biorazpoložljivosti kot njihovi 
prekurzorji (Gong in sod., 2018).  
 
Hidrofobne interakcije vplivajo tudi na sproščanje netopnih fenolnih spojin iz živilskega 
matriksa. Ker med ekstrakcijo ne preidejo v vodno raztopino, je za dokazovanje vezanih 
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fenolnih spojin najprimernejši postopek encimska, kislinska in/ali bazična hidroliza ter 
nadaljnja ekstrakcija z organskimi topili (Santos-Zea in sod. 2018). V začetku osemdesetih 
let so razvili natančno proceduro za oceno prostih, konjugiranih in netopnih vezanih 
fenolnih spojin v različnih živilih (Acosta-Estrada in sod., 2014). 
 
3.5 FENOLNE SPOJINE V KISLEM TESTU  
 
Balli in sod. (2019) so preučevali fenolne spojine v kislem testu iz pšenice. Po tridnevni 
fermentaciji so določili različne karlinozide in šaftozide, ki spadajo med C-glikolizirane 
flavonoide, ferulno kislino in več neidentificiranih spojin. Ripari in sod. (2019) so 
polnozrnati moki iz pšenice oz. rži dodali vodo, v kateri je bila suspenzija MKB in 
kvasovk. Sterilne tube s kislim testom so inkubirali 24 h, pri 30 ⁰C. Kislemu testu, 
fermentiranem le s kvasovkami, so dodali mlečno in ocetno kislino v razmerju 4:1 in 
znižali pH pod 4 ter tako preprečili rast bakterij. V vseh vzorcih polnozrnatega pšeničnega 
kislega testa je bilo največ ferulne kisline, ki je bila skoraj vsa v vezani obliki. Sledila je 
siringinska kislina, ki je bila prisotna le v prosti in konjugirani obliki. Vanilinska in 
dihidroksibenzojska sta bili v majhnih količinah prisotni v vseh oblikah, p-kumarna in 
sinapinska pa le v prosti in konjugirani obliki. V kislem testu iz rži pa so zasledili ferulno, 
vanilinsko, klorogensko, sinapinsko, siringinsko, p-kumarno in kavno kislino. Tudi v tem 
vzorcu je prevladovala ferulna kislina, našli so jo v vseh treh oblikah. Veliko je bilo tudi 
sinapinske kisline, pretežno v konjugirani obliki. Svensson in sod. (2010) so analizirali 
sirkovo kislo testo. Fermentacija je potekala 24 h pri temperaturi 34 ⁰C, za starterske 
kulture pa so uporabili MKB L. casei in L. plantarum ali L. fermentum in L. reuteri. 
Kontrolno testo so zakisali z mlečno in ocetno kislino v razmerju 4:1 in fermentirali v 
enakih pogojih. Sirkovo kislo testo in kemijsko kisana kontrola sta imeli vrednost pH 4. Po 
fermentaciji z L. casei in L. plantarum so identificirali p-hidroksibenzojsko, kavno in p-
kumarno kislino, ter katehin, taksifolin, eriodiktiol, naringenin, kafeoilglicerol in kumaroil-
kafeoilglicerol. Pri fermentaciji z L. fermentum in L. reuteri pa so poleg naštetih 
identificirali tudi protokatehujsko in ferulno kislino.  
 
3.6 VPLIV FENOLNIH SPOJIN NA MIKROFLORO 
 
Fenolne kisline zavirajo rast laktobacilov pri koncentracijah od 0,5-4 g/L, občutljivost 
bakterij na fenolne spojine pa je specifična za vsak sev. Metaboliti fenolnih kislin 
pretvorjeni s pomočjo laktobacilov, imajo znižano antimikrobno aktivnost v primerjavi z 
izhodno spojino. Te raziskave nakazujejo, da je metabolizem fenolnih kislin sredstvo za 
razstrupljanje. V pšeničnem in rženem kislem testu je koncentracija fenolnih kislin veliko 
nižja od koncentracije, potrebne za inhibicijo mikroorganizmov, v sirkovem kislem testu 
pa to ne velja. Fenolne spojine v kislem testu iz sirka inhibirajo rast L. sanfranciscensis, 
zato v takem okolju ni prisoten. Nasprotno velja za L. casei in L. parabuchneri, ki sta 
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odporna na sirkove fenolne spojine v kislem testu. Zanimivo pa je, da v podobnih pogojih 
v pšeničnem in rženem kislem testu prevladuje L. sanfranciscensis (Gänzle, 2014). 
 
Tudi Skrajda-Brdak in sod. (2019) poročajo, da so lahko sproščena ferulna, p-kumarna in 
kavna kislina toksične za gram pozitivne bakterije v kislih pogojih. Nekatere MKB imajo 
po njihovem prepričanju visoko toleranco na fenolne kisline, pri čemer je njihova 
odpornost delno odvisna od njihove sposobnosti pretvarjanja fenolnih kislin v metabolite z 
zmanjšano metabolno aktivnostjo. Primer: ferulna kislina se reducira v dihidroferulno 
kislino, nato pa se dekarboksilira v 4-vinil-2-metoksifenol (vinilgvajakol), ali pa se 
dekarboksilira in reducira v 4-etil-2-metoksifenol (etilgvajakol) (Ripari in sod., 2019). Pri 
teh transformacijah je ključnega pomena zmožnost mikrobnega seva, da proizvaja 
dekarboksilazo, ki učinkuje na fenolne kisline. Te lastnosti so ugotovili pri različnih 
glivah, kvasovkah in bakterijah (Skrajda-Brdak in sod., 2019). Ripari in sod. (2019) so 
ugotovili, da sev L. hammesii DSM16381 v kombinaciji z izbranimi sevi L. plantarum 
vpliva na pretvorbo ferulne kisline v vinilne in etilne derivate. 
 
Rezultati študije vpliva hidroksicimetnih kislin, njihovih estrov s kino kislino in same kina 
kisline (nefenolna kislina) na rast in razvoj sevov L. plantarum so pokazali, da je na 
bakterijsko rast vplivala le hidroksicimetna kislina pri koncentracijah do 3 mM. Padajoč 
inhibitorni vpliv so zaznali pri ferulni, p-kumarni in kavni kislini. To ni vplivalo na 
proizvodnjo biomase, le rast L. plantarum je bila upočasnjena (Rodríguez in sod., 2009). 
Marsilio in Lanza (1998) sta poročala, da je p-kumarna kislina s koncentracijo 1 g/L 
znatno znižala rast L. plantarum, še posebej ob dodatku 60 g/L NaCl. V raziskavi Sánchez-
Maldonado in sod. (2011) so raziskovali vpliv strukture fenolnih spojin na laktobacile. 
Protimikrobne učinke hidroksilne (-OH) in metoksilne (-OCH3) skupine na L. plantarum in 
L. hammesii so preučevali s primerjavo minimalne inhibitorne koncentracije benzojske in 
cimetne kisline ter različnih hidroksibenzojskih in hidroksicimetnih kislin. Antimikrobna 
aktivnost hidroksicimetne kisline je bila primerljiva oz. malenkost višja od 
hidroksibenzojske z enakim številom hidroksilnih skupin. Antimikrobna aktivnost 
hidroksibenzojske kisline se je močno znižala zaradi povečanja števila hidroksilnih skupin. 
Aktivnost galne kisline je bila nižja v primerjavi z ostalimi hidroksibenzojskimi kislinami. 
Učinek števila hidroksilnih skupin na antimikrobno aktivnost hidroksicimetnih kislin je bil 
sorazmerno manjši. Kavna kislina je delovala s polovično aktivnostjo cimetne in p-
kumarne kisline. Antimikrobna aktivnost siringinske kisline z eno hidroksilno in dvema 
metoksilnima skupinama je bila višja od aktivnosti galne kisline, a primerljiva z ostalimi 
hidroksibenzojskimi kislinami. Antimikrobna aktivnost hidroksibenzojske kisline se je 
tako povečala preko zamenjave hidroksilne skupine z metoksilno skupino. Nasprotno pa 
prisotnost metoksilne skupine ni bistveno vplivala na aktivnost cimetne kisline. Minimalne 
inhibitorne koncentracije ferulne kisline so bile primerljive z minimalnimi inhibitornimi 
koncentracijami hidroksicimetnih kislin, razen pri L. plantarum, kjer je bila slednja 
vrednost znatno višja. Število hidroksilnih skupin je spremenilo antibakterijsko aktivnost 
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hidroksibenzojskih, ne pa tudi aktivnosti hidroksicimetnih kislin. Dvojna vez v stranski 
verigi je glavna razlika med strukturama hidroksibenzojske in hidroksicimetne kisline. Ta 
najverjetneje veliko prispeva k antimikrobnemu delovanju hidroksicimetnih kislin. 
Nasprotno, število hidroksilnih skupin ni imelo učinka na protimikrobno delovanje 
hidroksicimetnih kislin. Dekarboksilacija protokatehujske kisline je zvišala minimalno 
inhibinatorno koncentracijo za seve L. fermentum, medtem ko se ni spremenila pri 
bakterijah kot so L. plantarum, L. hammesii in L. ruteri. Vloga karboksilne skupine v tem 
primeru ni bila tako pomembna kot vloga hidroksilnih skupin.   
 
4 PRETVORBE FENOLNIH SPOJIN MED FERMENTACIJO 
 
Fermentacija je tradicionalna metoda obdelave, ki izdelkom podaljšuje trajnost in 
predstavlja učinkovit način sproščanja vezanih fenolnih spojin iz celičnega matriksa. Med 
fermentacijo mikroorganizmi izločajo različne ekstracelularne encime, kot so 
karbohidraze, proteaze in lipaze, ki razgradijo makromolekule v manjše molekule. Slednje 
lahko MKB uporabijo kot esencialne sestavine in vir energije. Prav tako so prisotni encimi, 
ki razgradijo komponente celične stene. Na sestavine žita med fermentacijo poleg 
endogenih encimov vplivajo tudi encimi MKB (Slika 1). Med drugim so to ksilanaze, 
esteraze in fenoloksidaze, ki vplivajo na strukturo, biološko aktivnost in razpoložljivost  
fenolnih spojin (Hole in sod., 2012). 
 
 
Slika 1: Pretvorba fenolnih spojin v kislem testu (Gänzle, 2014) 
 
Pri razpadu celičnega matriksa sodelujejo encimi hemicelulaze, celulaze, pektinaze, 
amilaze in glukanaze. Ugotovili so, da se učinkovitost celulaz izboljša ob prisotnosti 
ferulne kisline za 28,3 %, medtem ko p-kumarna kislina izboljša aktivnost istih encimov za 
15,1 % (Shahiddi in Yeo, 2016). V pšenici glavnino celične stene predstavlja razvejana 
veriga ksilana. Arabinozni ostanki največkrat tvorijo estre s ferulno kislino. Po razpadu 
celičnega matriksa s prej omenjenimi encimi sprostitev vezanih fenolnih spojin omogočajo 
esteraze. Najpomembnejša, feruloil esteraza (imenovana tudi cinamoil esteraza), 
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hidrolizira glikozidne estre ferulne kisline (Terpinc, 2019b). Sproščajo jih bakterije L. 
lactis, L. rhamnosus in plesni Aspergillus niger ter Cryptococcus flavus (Shahiddi in Yeo, 
2016). 
 
Na povečano vsebnost skupnih fenolnih kislin po fermentaciji vpliva tudi ugodnejše 
razmerje med topno in netopno prehransko vlaknino v žitnih proizvodih. Takšna 
prerazporeditev prehranske vlaknine je zaželena iz prehranskega vidika, prav tako je topna 
vlaknina odličen substrat za feruloil esteraze, ki so prisotne v naših prebavilih in MKB 
(Hole in sod., 2012). MKB imajo raznolik nabor encimov za sprostitev fenolnih spojin iz 
vezanih oblik. Tanin acil hidrolaze (tanaze) so esteraze, ki katalizirajo hidrolizo estrske 
vezi prisotne v galotaninih (estri gale kisline) in so značilne za L. plantarum. Specifične 
glikozil hidrolaze laktobacilov sproščajo aglikone iz ustreznih flavonoidnih glikozidov 
(Slika 1). Metabolizem fenolnih kislin v MKB poteka s pomočjo reduktaz in 
dekarboksilaz. Hidroksibenzojske in hidroksicimetne kisline se dekarboksilirajo v ustrezne 
fenolne ali vinilne derivate. Hidroksicimetne kisline in njene derivate lahko pretvarjajo tudi 
reduktaze, ki hidrogenirajo dvojno vez (Slika 2). Fermentacijski proces z različnimi 
vrstami mikroorganizmov vključuje  različne encimske reakcije, kar vodi k sproščanju 
različnih fenolnih spojin. Pretvorba fenolnih kislin je specifična za vsak sev. Vinilkatehol, 
etilkatehol in dihidrokavna kislina so za sev specifični alternativni produkti metabolizma 
kavne kisline z L. plantarum. Za seve, ki so sposobni pretvorbe ferulne kisline, pa ne velja 
nujno, da lahko pretvarjajo tudi ostale hidroksicimetne kisline ali proizvajajo druge 
metabolite (Gänzle, 2014). 
 
 
Slika 2: Encimske pretvorbe fenolnih spojin (Gobbetti in sod., 2020)  
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4.1 VPLIV IZBRANIH MIKROORGANIZMOV 
 
Literaturni podatki kažejo, da pride med mlečnokislinsko in kvasno fermentacijo do 
zvišanja vsebnosti prostih fenolnih kislin. V raziskavi Skrajda-Brdak in sod. (2019) so 
največji prirast prostih fenolnih spojin zabeležili pri kruhu, narejenem iz moke z najvišjo 
začetno količino fenolnih kislin. Pri kvasni fermentaciji je bila najvišja vsebnost prostih 
fenolnih kislin v rženem kislem testu in najnižja v pirinem, pri fermentaciji s kvasovkami 
in MKB pa so bile vsebnosti najvišje prav tako v rženem kislem testu, medtem ko najnižje 
v pšeničnem. Avtorji raziskave ugotavljajo, da so nastale spremembe rezultat sočasnih 
procesov odcepljanja fenolnih spojin iz celičnih sten, aktivnosti mikrobnih encimov, 
encimov iz žit in toplotne razgradnje med procesom peke. 
 
Antagononi in sod. (2019) so se ukvarjali s spremembami fenolnih kislin v kislem testu 
fermentiranim z različnimi sevi MKB: L. fermentum (MR13), L. rhamnosus (C249, 
C1272), L. plantarum (LB102, LB124, LB126, LB245, 29DAN, 83DAN, 6BHI, 98A) in L. 
brevis (3BHI). Znatno povečanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin v primerjavi s kontrolo 
so odkrili le pri frakciji topnih konjugatov v testu fermentiranem z L. rhamnosus. HPLC 
analiza ekstraktov pridobljenih iz testa fermentiranega z MKB je pokazala sledeče: p-
kumarna in cimetna kislina sta se pretežno nahajali v vezani obliki (2,0-60 μg/g). Kavna, 
sinapinska, p-hidroksibenzojska in galna kislina so bile zaznane v znatno nižjih količinah 
(0,4-23,0 μg/g), vendar le v nekaterih vzorcih. Ferulna kislina je bila prisotna v največji 
koncentraciji (110-400 μg/g), njeno prisotnost so potrdili v vseh vzorcih, različni sevi pa so 
imeli nanjo različen vpliv. Nekateri sevi (LB124, LB126, LB245, 29DAN) so povzročili 
njen upad, pri nekaterih (MR13, LB102, 98A, C1272, 3BHI) se vrednosti netopne ferulne 
kisline v primerjavi z nefermentiranim testom niso razlikovale ali pa so se nekoliko 
povečale (83DAN, 6BHI, C249, 3BHI). Slednje lahko pojasnimo s povečano vsebnostjo 
dimerov ferulnih kislin in izboljšano dostopnostjo vezanih fenolnih spojin po hidrolizi 
zaradi povečanja razmerja topnih in netopnih prehranskih vlaknin v fermentiranih živilih iz 
žit. Trije od osmih sevov L. plantarum (LB126, 29DAN, 98A) so obogatili testo s prosto 
ferulno kislino z višjo biološko dostopnostjo, čeprav je bila ta v primerjavi z vezano in 
konjugirano obliko še vedno prisotna v relativno majhnih koncentracijah. Vse to po 
navedbah avtorjev nakazuje na strogo specifičnost seva z zmožnostjo presnove različnih 
fenolnih kislin.  
 
Študije o presnovi fenolnih spojin so bile izvedene predvsem z L. plantarum. Pojavlja se v 
črevesnem ekosistemu in v insektih, v povezavi z rastlinami in v številnih proizvodih 
fermentiranih živil. V omenjenem laktobacilu so zaznali prisotnost tudi druge, neznačilne 
fenolna kislina dekarboksilaze, ki jo sproži ferulna kislina. L. plantarum izraža fenolna 
kislina reduktazo in vinilfenol reduktazo kot alternativno pot presnove hidroksicimetnih 
kislin. Genski zapis za tvorbo dekarboksilaz fenolnih kislin vsebujejo sevi L. plantarum, L. 
rossiae in L. brevis (Ripari in sod., 2019). 
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Svennson in sod. (2010) so določali vsebnosti fenolnih kislin in flavonoidov v vzorcih pred 
in po fermentaciji sirkovega testa. Uporabili so dve kombinaciji štirih različnih sevov. Pri 
uporabi L. fermentum in L. ruteri se je pH vrednost znižala iz 6,3 na 4,8, pri uporabi L. 
plantarum in L. casei pa iz 5,9 na 4,1. Kolonijska morfologija sevov v fermentiranem testu 
se je ujemala z morfologijo inokuliranih sevov, kar potrjuje prevlado inokuliranih sevov v 
celotnem procesu fermentacije. Fermentacija z binarnimi kombinacijami sevov je močno 
zmanjšala koncentracije glicerolnih estrov fenolnih kislin, z izjemo kafeoil glicerola, 
kumaroilkafeoil glicerola in kumaroilferuloil glicerola. Koncentraciji kumaroil glicerola in 
1,3-dikafeoil glicerola sta bili po 24 h fermentacije pod mejo detekcije. Poleg tega je 
presnova fenolnih kislin v MKB močno znižala njihovo vsebnost; raven fenolnih kislin je 
bila bistveno nižja kot pri kemijsko zakisanem kontrolnem vzorcu oz. pod mejo detekcije 
po 24 h fermentacije. Edina izjema je bila p-hidroksibenzojska kislina, vsebnost katere se 
je povečala v obeh kislih testih. Povečale so se tudi vsebnosti flavonoidnih aglikonov in 
sicer v kislem testu bolj kot v kontrolnem vzorcu. Protokatehujska kislina je bila edina 
spojina, ki je pokazala različen odziv na sterterske kulture. Presnavljata jo L. plantarum in 
L. casei, ne pa tudi L. fermentum in L. ruteri. Vsebnost vezanih polifenolnih spojin so 
detektirali pred in po fermentaciji kemijsko zakisane kontrole, da bi odkrili, če sproščanje 
fenolnih spojin med fermentacijo vpliva na spremembo proste frakcije. Najvišja je bila 
vsebnost ferulne kisline, identificirali so tudi protokatehujsko, kavno in p-kumarno kislino 
ter eriodiktiol in naringenin. 
 
Liukkonen in sod. (2003) so spremljali spremembe v vsebnosti fenolnih spojin med 
fermentacijo kislega testa z uporabo pekovskega kvasa. Rezultat delovanja kvasovk je bil 
2-kratni dvig ekstraktabilnih fenolnih spojin. Wang in sod. (2014) so na primeru pšeničnih 
otrobov zabeležili porast proste siringinske, p-kumarne in ferulne kisline. Znižanje 
vsebnosti vanilinske kisline so pripisali sevom S. cerevisiae, zmožnih bioloških 
transformacij različnih fenolnih kislin, kot so derivati vanilinske kisline v druge spojine. 
Tudi Katina in sod. (2007) so potrdili, da tip fermentacije močno vpliva na stopnjo 
modifikacije bioaktivnih komponent tako pri uporabi nativne kot tudi kaljene rži. Kvasna 
fermentacija je vplivala na zvišanje vsebnosti lignanov, prostih fenolnih kislin in ohranila 
vsebnost alkilresorcinolov med fermentacijo. Nekoliko višje pH vrednosti kvasne 
fermentacije (pH 4,5-6,0) so optimalne za endogene in mikrobne encime. Do znatnega  
zvišanja vsebnosti prostih fenolnih kislin (ferulna kislina) med kvasno fermentacijo kaljene 
rži je prišlo zaradi aktivacije cinamoil esteraze rži, ki ima optimim aktivnosti pri pH 7. 
Ripari in sod. (2019) so v svoji raziskavi ugotovili, da pri fermentaciji kislega testa 
inokuliranega s C. humilis in S. cerevisiae ni prišlo do metabolizma fenolnih kislin in 
estrov fenolnih kislin, čeprav so druge študije potrdile aktivnost feruloil esteraze v pivskem 
kvasu. Omenjeni encim je ključen tudi pri mlečnokislinski fermentaciji. Aktivnost feruloil 
esteraze so potrdili v izbranih sevih MKB. Hole in sod. (2012) so poročali, da sevi L. 
acidophilus LA-5, L. johnsonii LA1 in L. reuteri SD2112 zvišajo vsebnost prostih fenolnih 
kislin v ovsu (iz 4,13 na 109,42 μg/g) in v prosu (iz 2,55 na 69,91 μg/g). Medtem so Ripari 
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in sod. (2019) prikazali, da kombinacija L. hammesii z dvema sevoma L. plantarum (LM01 
in PM4) močno zniža vsebnost vezane ferulne kisline v pšeničnem kislem testu. V 
nekaterih vzorcih je bila ta skoraj v celoti pretvorjena v prosto in konjugirano obliko. 
 
Katina in sod. (2007) so primerjali, kako na prehransko vrednost rži vpliva različna vrsta 
kvasovk, MKB in spontana fermentacija. Do porasta fenolnih spojin po zaključeni 
fermentaciji je prišlo tako v nekaljeni kot kaljeni rži. Najbolj učinkovita je bila 
fermentacija kaljene rži z dodatkom kvasovk, kjer se je vsebnost ekstraktabilnih fenolnih 
spojin povečala kar 11-krat v primerjavi z nefermentirano ržjo. Vsebnost skupnih fenolnih 
spojin se je povečala iz 340 na 470 mg/100g. Vsebnost prostih fenolnih kislin se je pri istih 
pogojih povečala iz 3,1 na 10,7 mg/100g, vsebnost vezanih fenolnih kislin pa iz 287 na 
310 mg/100g. Kombinirana fermentacija (S. cerevisiae + L. plantarum + L. brevis) je bila 
bolj učinkovita kot mlečnokislinska fermentacija s posameznim sevom pri izkupičku 
vezanih fenolnih spojin ter vezanih, prostih in skupnih fenolnih kislin. Do najvišjega dviga 
esterificiranih fenolnih kislin je prišlo med mlečno kislinsko fermentacijo (iz 8,7 na 
10,5 mg/100g za L. plantarum in na 11,7 mg/100g za L. brevis). Glikozilirane fenolne 
kisline pa so se najbolj povečale med kombinirano fermentacijo (iz 2,1 na 2,4 mg/100g). 
 
4.2 OSTALI DEJAVNIKI 
 
Na izgubo sproščenih fenolnih spojin med pripravo kruha s kislim testom vplivajo tudi 
drugi dejavniki. Hidroksicimetne kisline dekarboksilirajo tudi pri toplotni obdelavi. Do 
popolne razgradnje ferulne kisline pride pri temperaturi okoli 175 ⁰C. Ker lahko sredica 
kruha med peko doseže maksimalno 100 ⁰C, pride do razgradnje fenolnih spojin le v 
skorji. Ostajajo pa raziskave drugih avtorjev, ki so zabeležili razpad fenolnih kislin že pri 
nižjih temperaturah (Skrajda-Brdak in sod., 2019). Raziskave, ki so jih opravili Tanchev in 
sod. (1979), so pokazale toplotno razgradnjo galne in protokatehujske kisline pri 
temperaturi 101-121 ⁰C in pH 3-5, kar nakazuje na obsežnejšo termično razgradnjo 
dotičnih fenolnih kislin v kislem testu. Poleg encimske in termične razgradnje prihaja do 
ponovne vezave fenolnih spojin na komponente kislega testa in kruha preko kovalentnih in 
nekovalentnih vezi. Fenolne kisline se kovalentno vežejo na proteine, lahko so ujete v 
hidrofobni regiji polisaharidov ali pa se povežejo s škrobnimi molekulami preko 
esterifikacije hidroksilnih skupin glukoze (Skrajda-Brdak in sod., 2019). 
 
Vsebnost fenolnih kislin v kislem testu je odvisna tudi od vrste in tipa moke ter prisotnih 
mikroorganizmov. Knopka in sod. (2014) so spremljali vsebnost ferulne kisline v 
polnozrnati in prečiščeni pšenični in rženi moki skozi različne faze priprave kruha. 
Ugotovili so, da proste ferulne kisline v beli pšenični moki sploh ni, medtem ko so jo po 
fermentaciji uspeli določiti (s kvasovkami 2,49 μg/g oz. v kislem testu 2,96 μg/g). V 
prečiščeni rženi moki se je vsebnost proste ferulne kisline med fermentacijo še bolj 
spremenila (iz 0,13 μg/g na 9,70 μg/g v testu s kvasovkami oz. na 11,95 μg/g v kislem 
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testu). V polnozrnati rženi moki je fermentacija s kvasovkami vodila v 13-kratno 
povečanje, uporaba kislega testa pa v 25-kratno povečanje proste ferulne kisline, kar je več 
kot v primeru polnozrnate pšenice (10 oz. 11-kratno povečanje). Vsebnost se je med peko 
v vzorcih različno spreminjala in je bila najnižja (2,59 μg/g) v sredici kvasno 
fermentiranega kruha iz bele moke in najvišja (33,20 μg/g) v sredici kruha s kislim testom 
iz polnozrnate ržene moke. Tudi Skrajda-Brdak in sod. (2019) so opravili podobno 
raziskavo. Vsebnost p-hidroksibenzojske kisline je bila v rženi in pšenični  moki približno 
enaka, po fermentaciji je bila vsebnost višja v kruhu iz pšenične polnozrnate moke. Enako 
velja za vanilinsko kislino. Čeprav je bila p-kumarna kislina prisotna v obeh vrstah moke, 
so jo po fermentaciji določili le v rženem kruhu. Največje razlike pa so bile v vsebnosti 
ferulne in sinapinske kisline. Pšenična polnozrnata moka je vsebovala 0,55 μg/g ferulne in 
0,12 μg/g sinapinske kisline, v pšeničnem kruhu pa so izmerili relativno majhne 
spremembe (vsebnost ferulna kislina je znašala 0,98 μg/g in sinapinske kisline 0,87 μg/g). 
Nasprotno pa je v rženem kruhu prišlo do bistvenega povečanja vsebnosti ferulne kisline iz 
3,10 na 26,59 μg/g in zvišanja sinapinske kisline iz 1,73 na 15,81 μg/g. 
 
Poskusi na različnih rastlinah so pokazali, da lahko kaljenje še dodatno vpliva na 
dostopnost fenolnih spojin v fermentiranih žitih. Kot primer omenimo raziskavo, kjer so 
primerjali vsebnost skupnih fenolov v nekaljenih, kaljenih, fermentiranih nekaljenih in 
fermentiranih kaljenih vzorcih žit, stročnic in psevdožit. Fermentacija nekaljene pšenice je 
vodila v 158 % prirast, priprava kislega testa iz predhodno kaljene pšenice pa kar v 333 % 
prirast skupnih fenolnih spojin. Čeprav je že priprava kislega testa iz nekaljenih zrn znatno 
pripomogla k dostopnosti fenolov tudi pri ostalih vzorcih, pri čičeriki za 157 %,  pri leči za 
99 % in pri kvinoji za 77 %, je kombinacija kaljenja in fermentacije z izbranimi MKB, 
vsebnost fenolnih spojin še dodatno izboljšala. V primerjavi s kontrolo so zabeležili pri 
čičeriki 345 %, pri leči 145 % in pri kvinoji 102 % relativni prirast. Do tega naj bi prišlo 
zaradi sinteze in/ali aktivacije različnih hidrolitičnih encimov med kaljenjem, ki 
doprinesejo k modifikaciji ali sintezi novih spojin z višjo biološko ali hranilno vrednostjo 
(Montemurro in sod., 2019). Tudi Ripari in sod. (2019) so preučevali, kako surovina vpliva 
na pretvorbo fenolnih kislin in na njihovo prerazporeditev v prosti in vezani obliki. Kislo 
testo iz rženega slada je pozitivno vplivalo na vsebnost organskih kislin. Vsebnosti so bile 
veliko višje v primerjavi s kislim testom iz polnozrnate pšenične moke. 
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Kislo testo je izjemno zanimivo fermentirano živilo iz moke in vode, saj izboljša tako 
prehransko kot tudi tehnološko vrednost izdelkov. Nastane po fermentaciji z MKB (z ali 
brez dodatka kvasovk), ki raznoliko vplivajo na njegove lastnosti. Najpogostejše MKB v 
kislem testu pripadajo rodu Lactobacillus in se delijo na homo- in heterofermentativne. 
Prve prispevajo k elastičnosti in poroznosti testa, druge pa vplivajo na aromo. 
Najpogostejše kvasovke pripadajo rodovom Candida in Saccharomyces in v glavnem 
vplivajo na aromo in vzhajanje kruha. Kislo testo lahko pripravimo na tradicionalen način, 
kjer pride do spontane fermentacije, ali pa ga inokuliramo z izbranimi sevi (starterskimi 
kulturami). Med fermentacijo pride do sprememb v sestavi moke. Aktivnost MKB vpliva 
na ogljikove hidrate, proteine in maščobe. Pravilno pripravljeno kislo testo izraža prijetno 
aromo, primerno teksturo in podaljšano trajnost izdelkov. Odlično vpliva tudi na 
prehransko vrednost, saj zniža glikemični indeks izdelkov, vsebuje prebiotike in bioaktivne 
spojine ter zniža vsebnost fitinske kisline, kar posledično pomeni boljšo dostopnost 
mineralov. 
 
Fenolne spojine so zelo razširjena in raznovrstna skupina sekundarnih rastlinskih 
metabolitov, ki se v žitih nahajajo v prosti, konjugirani, največ pa v vezani obliki. Z 
estrskimi vezmi se povezujejo na verige arabinoksilanov, z etrskimi vezmi pa so pritrjene 
na lignin. Za razliko od prostih topnih fenolnih kislin, ki jih najdemo v sadju in zelenjavi, 
so te vezane netopne fenolne spojine nedostopne za prebavne encime ljudi in dosežejo 
debelo črevo v nespremenjeni obliki. Tam pa se sprostijo s pomočjo bakterijskih encimov, 
kot so ksilanaze in esteraze. Raziskave na ljudeh in živalih so po zaužitju žitnih proizvodov 
v krvi pokazale povečano vsebnost koncentracije ferulne kisline in metabolitov fenolnih 
kislin, ki nastanejo s pomočjo mikrobiote v debelem črevesju. Obstajajo številni dokazi o 
koristnosti uživanja vezanih fenolnih spojin iz žit, vendar je za njihov pozitiven učinek na 
zdravje ključno, da so omenjene bioaktivne spojine prisotne v obliki, v kateri se lahko 
absorbirajo v telo. 
 
V pšenici in rži prevladujejo fenolne kisline, flavonoidi in alkilresorcinoli. Postopek 
fermentacije kislega testa zviša vsebnost ekstraktabilnih fenolov, saj encimi 
mikroorganizmov posredno ali neposredno vplivajo na komponente žitnih zrn in njihove 
endogene encime, s tem pa na presnovo in posledično boljšo biorazpoložljivost in 
dostopnost fenolnih spojin. Učinki fermentacije na fenolne spojine so odvisni od tipa 
fermentacije, vrste in tipa žit ter pogojev fermentacije (temperatura, pH in čas). MKB in 
kvasovke vsebujejo najrazličnejše encime za sproščanje in pretvorbo fenolnih spojin. 
Pretvorba fenolnih spojin v ustrezne metabolite je specifična za vsak sev. Encimi MKB, ki 
pri tem odigrajo ključno vlogo, so feruloil esteraze, tanaze, glikozil hidrolaze, reduktaze in 
dekarboksilaze. Številni metaboliti kažejo višjo biološko aktivnost kot njihovi prekurzorji.   
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